UNIVERSIDAD AUTONOMA
METROPOLITANA

UNIDAD IZTAPALAPA
DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD

ANALISIS DE TRES POLIMORFISMOS DEL
GEN DMD/DMB EN FAMILIAS MEXICANAS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL

PRESENTA

Q.C. CARLOS GALILEO TODD QUINONES

COTUTORES: M. en C. Miguel Angel Alcantara Ortigoza
Dr. Edmundo Bonilla Gonzilez

ASESORES: Dra. en Biom. Mol. Ariadna Estela Gonzalez del Angel
M. en B. Exp. Miguel Macias Vega

MEXICO, D.F. DICIEMBRE 2004



El presente trabajo fue realizado en el laboratorio de Biologia molecular del
Departamento de Investigacion en Genética Humana del Instituto Nacional de

Pediatria, Secretaria de Salud.

La Maestria en Biologia Experimental de la Universidad Auténoma
Metropolitana Unidad Iztapalapa, formé parte del padrén de programas de
Postgrado de Excelencia del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia con el
numero de registro: 309-0; y actualmente se encuentra dentro del padron de

programas del PIFOP-CONACyT clave C/PFPN-2002-35-32.

Agradezco a CONACYT por otorgarme la beca-crédito con el nimero de

registro 162573.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Lorena Orozco Orozco por brindarme la oportunidad de
incorporarme al laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de
Investigacion en Genética Humana del Instituto Nacional de Pediatria, SS.

A mis tutores M. En C. Miguel Angel Alcantara Ortigoza por aceptarme como
alumno en su linea de investigacion asi como por su tiempo y conocimientos; y Dr.
Edmundo Bonilla Gonzalez por su tiempo y apoyo en la compra de reactivos
cuando fue necesario.

A mis asesores Dra. Ariadna Estela Gonzalez del Angel y M. en B. Exp.
Miguel Macias Vega por sus observaciones y oportunas sugerencias durante el
desarrollo y escritura de tesis del proyecto.

A todos los catedraticos, ex-coordinadores y coordinador del postgrado en
Biologia Experimental por su importante contribucion en mi formacién académica.

A mis padres por todo su apoyo y consejos a lo largo del camino, a mis
abuelitas Cecilia Sousa Acevedo y Minerva Guerra Chavarria por estar siempre al
pendiente, a mi abuelo Manuel de JesUs Quinones Moorillon quien siempre esta
presente en todo lo que hago, a Rosa Maria Gonzalez Arellano por integrarse a la
familia desde hace ya algunos anos y a todos mis tios y primos.

A Oreth por todo su apoyo y paciencia incondicional, muchas gracias por
estar a mi lado.

A mis compafieros de Maestria por su compaferismo Yy apoyo,
especialmente por aquellas clases de estadistica que mucho me ayudaron. Y a
todos los amigos, vecinos y compaferos de universidad que he conocido a lo largo
de mi estancia en el Distrito Federal.

A todos los miembros del laboratorio de Biologia Molecular del
Departamento de Investigacion en Genética Humana del INP y médicos residentes
de la especialidad en Genética Humana por su apoyo y amistad que me brindaron
durante mi estancia en el hospital



ANALISIS DE TRES POLIMORFISMOS DEL GEN DMD/DMB EN FAMILIAS

MEXICANAS

TESIS QUE PRESENTA EL

Q.C. CARLOS GALILEO TODD QUINONES

Para obtener el grado académico de

Maestro en Biologia Experimental

Cotutores

M. en C. Miguel Angel Alcantara Ortigoza

Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez

Asesores
Dra. en Biom. Mol. Ariadna Estela Gonzalez del Angel

M. en B. Exp. Miguel Macias Vega

~ M.enB. Exp. Carlos
7) Galileo Todd
s QUINONES




COMITE TUTORIAL

COTUTOR

M. en C. Miguel Angel Alcantara Ortigoza
Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Investigacion en Genética Humana
del INP, SS.
Tel. 10840900 ext. 1306

COTUTOR
Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez

Departamento de Ciencias de la Salud
UAM-I

mundo@xanum.uam.mx

ASESORA ’
Dra. en Biom. Mol. Ariadna Estela Gonzalez del Angel

Departamento de Investigacion en Genética Humana del INP, SS

Tel. 10840900 ext. 1306

ASESOR
M. en B. Exp. Miguel Macias Vega

Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Investigacion en Genética Humana
del INP, SS.
Tel. 10840900 ext. 1306


mailto:mundo@xanum.uam.mx

INDICE

1.

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6
1.7
2.0
2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7

4.1

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9

6.1
6.2
6.3
6.4
6.5
7.0

Lista de abreviaturas...........oviiieeriiiiri e 1
g £ L8 Tlol o) o TR 2
Clasificacion de las distrofias MUSCUIArES............uuiiiiirriirirrrr e 3
Distrofias musculares ligadas al cromosoma X........cocevuuerireinniniieenninne e eesnnn 6
La distrofia muscular de DUChENNE........ccoiciiiiiiiiiiiin e e 6
La distrofia muscular de BECKEF..........eiiiiiuuiiiieiiiieeeeers e err s e s nn e rnas 8
FeNotipos iINterMEediOs. . .....cuuiiiiriiere e e e e e enaas 11
Cardiopatia familiar dilatada............cccccee e 11
Distrofia muscular tipo Emery-Dreifuss.........cuuueeiiiiiieeieeeiieee e eeeeeene e eeeees 11
Manifestaciones en portadoras de la distrofia muscular de Duchenne.................. 13
El gen DMD y su proteina: La distrofing........ccceeereriiiiiiinsinssssssssssssssssessseesseeeeeeens 14
Complejo glucoproteico asociado a distrofina..........ueeeeeeereeriiemiirni—————— 20
Patogénesis de 12 DMD/DMB......ccccevieeiiiiiiieiieeeiieeieeesseeseeeeeseseessaesassaaaeesseeseeenees 21
Tipos de mutaciones en €l gen DMD........cocuiiiiiiiiiiiii e 23
Genética de 1S DMD/DMB........cccuutuuiiiiiiiiiiirrsiiiis s eesersssss s s s s s sessssssssssssassens 26
Diagnostico molecular de 1as DMD/DMB..........uuuuuruuunmnnnnnnnnnssnssssesseeeees 26
Analisis de ligamiento GENELICO.....uuuuurrurrrriii e 30
DiagnostiCo Prenatal........cciceereiiiiiiiieiseeis e 33
B [U1 1] ot o] PP PPRPPR P 34
ODbjetiVo GENEIAL....cuu i 36
ODbJELIVOS ESPECITICOS. . uurrrrrriieeiieiiiiiittieeeee e e e e e e e sssrrrrr e e e e e e e e e e s s sanrrrreeeeeeeeeeesannns 36
Material Y MELOAOS. .. .uvrrreeiieiiiiiiiiirrrre e e e s s e s s s e s s s e e e e e e e e e e e nnrnnes 37
Y Fa o) 1. Vo YN 41110 T [o] oo ol TR 37
DY aTo IR =y (0 =) Y=ol = | 38
(@ gl To Y0 [T ol 111 T o 39
Criterios de EXCIUSION. ......uuieieeeiii it e e s e e e s e s s e sannns 39
[ qug=Toroile) o e[S )\ NSRS 40
Sintesis de oligonucledtidos iniciadores F Y Ru....ccvviiiiiicciviirreeeeeee e esssivsseeeeeeeens 42
Deteccién de portadoras por analisis de ligamiento..........ccccceeveeevveeveeeeeeeeeeeeeeeee, 42
Andlisis de RFLPs/VNTR (pERT87.8/Taql, pERT87.15/Xmn1 y MP1P.........c.co...... 43
S =T 1 o= 45
DTS = o [0 LT 47
Frecuencias alélicas. ..o 47
Indices de heterocigocidad..........ccevureniiiriiiiieieie e e 53
Analisis de haplotiPOS.......uvueuiriniiininiise 56
Indice de recombinacion iNtragéniCa.........cccuueeeeeeeeeiiiiiiiinireeee e e s e 59
Utilidad del analisis de ligamiento..........uuieeiiiiivrnrriieiie e 62
1Y olH o o TP PRPPPP 70
L0003Vl (U171 == PP 78

Referencias bibliografiCas........ceuueuieeiiiiiieieeiiee e e 80



ABREVIATURAS

a.a.
C
cDNA
cM
cols.

CPK
CYS
D.O.
DAG
DGAC
DMB
DMD
DNA
dNTPs

EDTA
F
H1-H4
DMI
kb
kDa
Mb
NaCl
RNAmM
N

pb
PCR
pERT
R

R
RFLPs
RNA
RT-PCR
STRs
T
TBE
TE
m

UTR

\"

VNTRs (DNA
minisatélite)
X

PCR-M

Aminoacido

Dominio Carboxilo-terminal de la distrofina
DNA complementario

Centimorgan

Colaboradores

Creatininfosfocinasa

Dominio rico en cisteinas de la distrofina

Densidad Optica

Glicoproteina asociada a distrofina

Complejo glucoproteico asociado a distrofina
Distrofia Muscular tipo Becker

Distrofia Muscular tipo Duchenne

Acido desoxirribonucleico

Mezcla de los cuatro 2-desoxirribonucledtidos, 5-trifosfato de adenina,
guanosina, timina y citosina

Acido etilendiaminotetracético

Forward

Dominios bisagra de la distrofina

Distrofia Muscular con fenotipo intermedio
Kilobases

Kilodaltones

Megabases

Cloruro de sddio

RNA mensajero

Dominio Amino-terminal de la distrofina

Pares de bases

Reaccién en cadena de la polimerasa

Del inglés “phenol-enhancement recovery technic”
Dominio “rod” de la distrofina

Reverse

Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica
Acido ribonucleico

Reverso-transcripcion acoplada a PCR

Secuencias cortas repetidas en tandem (DNA microsatélite)
Polimorfismo RFLP pERT87.8/Taql

Amortiguador de Tris-borato-EDTA

Amortiguador de Tris-EDTA

Temperatura tedrica calculada para alineacion de un oligonucléotido
iniciador

Regiodn no traducible del mRNA

Volts

Secuencias repetidas en tandem de ndmero variable

Polimorfismo RFLP pERT87.15/XmnI
Reaccién en cadena de la polimerasa multiple



INTRODUCCION

El término distrofia muscular se aplica a los trastornos degenerativos
primarios genéticamente determinados del musculo estriado. Este grupo de
enfermedades muestra degeneracidn muscular en pruebas electrofisioldgicas
(patrén miopatico), bioquimicas (elevacion de enzimas de escape como la
Creatinfosfocinasa CPK, entre otras) e histopatoldgicas (cambios distréficos en la
fibra muscular). Algunos de estos padecimientos cursan con anormalidades en
otros 6rganos como corazdn y cerebro’. La afectacidn y severidad clinica varian
ampliamente entre las diversas formas®. La severidad abarca desde distrofias
letales (distrofia muscular congénita y la distrofia muscular de Duchenne), hasta
formas que involucran la debilidad de sélo algunos grupos musculares’. La forma
de herencia puede ser recesiva ligada al cromosoma X o autosémica dominante o
recesiva’(Tabla 1). Como no existe un tratamiento realmente eficaz y definitivo
para las distrofias musculares, es importante integrar un diagnostico diferencial
adecuado para establecer el prondstico, brindar un asesoramiento genético de
certeza, e inclusive poder implementar estrategias preventivas como el diagndstico

prenatal o preimplantacién’*>.



1. CLASIFICACION DE LAS DISTROFIAS MUSCULARES

La clasificacion de las distrofias musculares se ha realizado con base en
caracteristicas clinicas, como son edad de inicio, la severidad de los signos y
sintomas, la progresion, los grupos musculares afectados y el patrén de herencia®.
Basandose en la distribucion de los musculos predominantemente afectados junto
al conocimiento de los genes y proteinas alteradas, las distrofias musculares se
pueden clasificar en seis principales tipos: Duchenne/Becker, Emery-Dreifuss, De
cintura tipos 1y 2, Facioescapulohumeral, Distal y Oculofaringea (figura 1), con la
adicion de la distrofia muscular congénita, en la que los grupos musculares

afectados es mas generalizada®(Tabla 1).

Actualmente con la evaluaciéon clinica, la historia familiar y estudios de

laboratorio ( histopatoldgico y molecular), permiten integrar un diagndstico de

certeza en la mayoria de las distrofias musculares®’8°10,
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Figura 1. Distribucion de los musculos predominantemente afectados en diferentes tipos de
distrofia muscular. A. Duchenne/Becker. B. Emery-Dreifuss. C. De cintura o “Limb-girdle”.
D. Facioescapulohumeral. E. Distal. F. Oculofaringea.

(Tomado de Emery AEH. Lancet 2002;359:687-95)°




DISTROFIA MUSCULAR LOCUS PROTEINA AFECTADA
CONGENITA (AR) 6q Laminina oc2(merosina)
12q Receptor de la laminina (7 integrina)
9q Fukutina (distrofia de Fukoyama)
1p Selenoproteina N1 (Sindrome de la
espina rigida
1p Glucosiltransferasa (Autosomica de
musculo, 0jo, cerebro)
DUCHENNE Y BECKER (XR) Xp21.2 Distrofina
EMERY-DREIFUSS (XR) Xq28 Emerina
EMERY-DREIFUSS (AD/AR) 1g Laminina A/C
DISTAL (AR) 2p Disferlina
DISTAL (AD) 14q, 2q ?
FACIOESCAPULOHUMERAL (AD) 4q ?
OCULOFARINGEA (AD) 14q Poli (A)
2(PAB 2)
DE CINTURA "LIMB-GIRDLE"” (AD)
12 5q Miotilina
1B 1q Laminina A/C
1C 3p Caveolina 3
iD 6q ?
1E 7q ?
1F 2q ?
DE CINTURA “LIMB-GIRDLE"” (AR)
22 15q Calpainina-3
2B 2p Disferina
2C 13q y-Sarcoglicano
2D 17q oc-Sarcoglicano (adhalina)
2E 4q B-Sarcoglicano
2F 5q 5-Sarcoglicano
2G 17q Telethonina
2H 9q é
21 19q Relacionado a fukitina

TABLA 1. Clasificacion, locus, modo de herencia y proteinas responsables de las Distrofias

Musculares.

Modos de herencia: AR= Autosémica recesiva; AD = Autosémica dominante; XR = Recesiva ligada

al cromosoma X. ;= Desconocido.

(Tomado de Emery AEH. Lancet 2002;359:687-95)°




1.1 DISTROFIAS MUSCULARES LIGADAS AL CROMOSOMA X
Dentro de las distrofias musculares ligadas al cromosoma X se encuentran la
distrofia muscular de Duchenne (DMD) y sus entidades alélicas la Distrofia
muscular de Becker (DMB), la cardiomiopatia dilatada familiar y diversos fenotipos

intermedios®®1112,

La distrofia tipo Emery-Dreifuss es una entidad distinta a las
DMD/B cuyo locus se localiza en Xq28'%. Las DMD vy las DMB constituyen el 95%
de todos los casos de distrofias musculares que afectan a las cinturas pélvica-

escapular y que cursan con cambios distrdficos en la biopsia muscular'®!*. Estas

cifras quiza reflejen el alto grado de mutabilidad prevalente en el gen DMD™.

1.2 LA DISTROFIA MUSCULAR DE DUCHENNE

La DMD es la enfermedad neuromuscular hereditaria mas frecuente en el
ser humano, asi como una de las mas severas'®!’18 Descrita inicialmente en 1851
por Edward Meryon, médico inglés’® , sin embargo sus observaciones fueron
negadas durante afios®® y ésta enfermedad posteriormente fue redescubierta por
el médico francés Guillaume Benjamin Amand Duchenne quien detalld la clinica y

los cambios histopatoldgicos del musculo algunos afios despues®%2.

La DMD tiene una incidencia a nivel mundial de 1 en 3500 varones recién
nacidos vivos %%, Esta enfermedad se manifiesta alrededor de los 2 afios de
edad con dificultad en la deambulacién, caidas frecuentes, mialgias, calambres
musculares, dificultad para correr, saltar y posteriormente para subir escaleras. Los

grupos musculares afectados pertenecen primeramente a la cintura pelvifemoral y



posteriormente a la escapulohumeral, con lordosis compensatoria, escoliosis y
contracturas en el taldn de Aquiles. También se hacen evidentes Ia
pseudohipertrofia de los gemelos y el signo de Gowers (figura 2). Alrededor de
los 11 y 12 anos el paciente pierde la capacidad de deambular y el 90% de los
casos fallece en el transcurso de la sequnda década de vida debido a insuficiencia
respiratoria crénica y bronconeumonia’. Se ha reportado que hasta en el 80% de
los casos se presenta cardiomiopatia en diversos grados, documentada por
electrocardiograma, ecocardiograma u otros estudios dinamicos, sin embargo sélo
en el 10% de los casos (pacientes que llegan a la tercera década de vida)

condiciona la muerte!!?%?7:%8

Aproximadamente el 20% de los afectados
presentan un coeficiente intelectual igual o menor de 70%7°%332 E| estudio
electromiografico revela patrén miopatico. La CPK se encuentra elevada de 50 a
100 veces sobre el valor de referencia al inicio de la enfermedad, disminuyendo
progresivamente hasta las etapas finales de la enfermedad como consecuencia de
la disminucidn de la masa muscular. La biopsia muscular revela cambios distréficos
(figura 3) aun cuando se realice en neonatos sin sintomatologia. En etapas
avanzadas o terminales se aprecia un reemplazo total del tejido muscular por

tejido conectivo y adiposo, situacion indistinguible de otros procesos

miodegenerativos tardios’.



1.3 DISTROFIA MUSCULAR DE BECKER (DMB)

La DMB fue descrita en 1955 por Becker y Kiener®>>*

, Y aunque la
consideraron como una entidad distinta, en 1967 Zellweger y Hanson, lograron
definir que se trataba de una forma “benigna” de la distrofia de Duchenne?. Con el
uso de marcadores genéticos y la clonacién del gen se logré determinar que
ambas enfermedades son entidades alélicas®>*°, La frecuencia de esta enfermedad
se ha calculado en 3-5 afectados por 100,000 varones recién nacidos vivos,
ocurriendo diez veces menos que la DMD*?’, En la DMB, la distribucién de los
musculos afectados es similar a la DMD, sin embargo el curso de la enfermedad es
mas benigno. El inicio y progresidon de los sintomas es muy variable ya que estos

pueden ocurrir entre los 5 y 15 afios, aunque se han reportado pacientes que

inician el padecimiento entre la tercera y cuarta década de vida.

Los pacientes DMB pierden la capacidad de deambular después de los 16
afios!>®713, Aunque algunos casos pueden llevar un patrén de vida normal hasta
los 30 o 40 afos, la muerte sobreviene entre la cuarta y quinta década de vida

frecuentemente por la cardiomiopatia dilatada®.



Figura 2.  A: Paciente con DMD e hiperlordosis lumbar. B: Paciente con DMD, en el que se
aprecia la franca pseudohipertrofia de los gemelos y otros grupos musculares femorales. C: Signo
de Gowers que evidencia la debilidad de las masas musculares de la cintura pélvica y dorsal comun
en niflos DMD al solicitar que adquiera la posicion supina a partir de decubito dorsal. Clasicamente
inicia con la posiciéon de ambas manos en el piso para obtener el punto de apoyo inicial, seguido de la
elevacion de ambas rodillas (segundo punto de apoyo); asi el peso del tronco es superado y el
individuo logra ponerse de pie.




Figura 3. Histopatologia de la biopsia muscular de un paciente con DMD.
Resalta la sustitucion del tejido muscular por elementos conectivos (fibrosis
endomisial) y tejido adiposo; asi como la degeneracion/regeneracion e irregularidad
del diametro de las fibras musculares.
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1.4 FENOTIPOS INTERMEDIOS (DMI)

Este fenotipo fue reportado en 1983 por Broocke, quien describid a un
grupo de pacientes DMD con una evolucion menos agresiva y sin llegar a
conformar un cuadro de DMB. Iniciando el cuadro clinico alrededor de los tres afios
de edad y conservando la capacidad de deambular independientemente hasta los
12 o 16 afos de edad, sin embargo los pacientes fallecian entre los 20 y 30

aﬁ0539’13’40.

1.5 CARDIOMIOPATIA FAMILIAR DILATADA

La cardiomiopatia familiar dilatada, recesiva ligada al cromosoma X, es una
entidad letal, que conduce a la muerte antes de los 30 afos por insuficiencia
cardiaca, si el paciente no recibe transplante de corazdn. El andlisis de ligamiento
permitié asignar al gen DMD como el responsable!®. Caracteristicamente se
observa pérdida selectiva de la distrofina en musculo cardiaco, en tanto permanece

normal o ligeramente disminuida en musculo esquelético* *.

1.6 DISTROFIA MUSCULAR TIPO EMERY-DREIFUSS

Descrita por primera vez en 1961 por Dreifuss y Hogan, como una distrofia
muscular benigna, con patrén de herencia recesivo ligado al cromosoma X,
llegandose incluso a considerar como una variante benigna de la DMD. Sin
embargo el estudio minucioso de la enfermedad claramente demostré que se

trataba de una entidad distinta caracterizada por contracturas importantes e

11



invariablemente por compromiso cardiovascular. Actualmente esta entidad
dificilmente se confunde con otras distrofias musculares’.

Clasicamente se caracteriza por una triada de manifestaciones. Primero se
presentan contracturas (antes de que la debilidad muscular se haga clinicamente
evidente) en el tendon de Aquiles, codos y musculos cervicales posteriores, con
una limitacion en la flexion de codo. Segundo, la debilidad muscular progresa
lentamente con una distribucion escapulohumeral y de los musculos de la region
peroneal (proximal en los miembros superiores y distal en los miembros
inferiores). Tercero, se presenta cardiomiopatia con defectos en la conduccion,
como bradicardia, prolongacién de los intervalos PR, hasta un completo bloqueo
cardiaco. La enfermedad cardiaca se hace evidente usualmente alrededor de los 30
afios™**, El gen responsable se localiza en Xg28 y codifica para una proteina de
membrana denominada emerina®. En la mayoria de los casos, existe una ausencia
total de esta proteina en musculo. La emerina se localiza en la cara interna de la
envoltura nuclear de los miocitos y de otras estirpes celulares, donde quiza cumple
funciones de translocacion nucleo-citoplasma. También se le ha localizado con
relativa abundancia en los discos intercalares, lo que correlaciona con la severa
afectacion cardiaca en los pacientes™*. Se han descrito familias con herencia
autosémica dominante como autosdmica recesiva de esta distrofia, clinicamente
similar a la ligada a Xg28, pero que se originan por mutaciones en el gen LMNA

localizado en 121, que codifica para las lamininas A y C®. El diagnéstico

12



diferencial debe confirmarse por estudios moleculares. Existen casos en los que

pueden surgir manifestaciones cardiacas en ausencia de debilidad muscular®°,

1.7 MANIFESTACIONES EN PORTADORAS DE LA DISTROFIA
MUSCULAR DE DUCHENNE

1,51,52,53,54,55

Las DMD/DMB pueden expresarse en sujetos femeninos , bajo

condiciones que eliminen el alelo normal, como monosomias de cromosomas

2,56,57,58
’

sexuales (sindrome de  Turner) translocaciones  cromosoma

59,60,61,62 [63/64,65

X/autosoma , inactivacion preferencial del X norma , etc. Un ejemplo
de inactivacion no aleatoria es la presencia de DMD en una de dos gemelas
monocigodticas portadoras, donde se demostrd que la gemela afectada present

1667 Estudios recientes

una inactivacion preferencial del cromosoma X norma
muestran que no existe una clara correlacién entre el porcentaje de inactivacion
del X en leucocitos con la cantidad de CPK en suero, los signos clinicos o la

proporcion de fibras musculares distrofina negativas observadas en biopsia de

musculo®.

Aproximadamente el 5-10% de las portadoras muestran algin grado de
debilidad muscular y son llamadas portadoras sintomaticas. En tales casos, la
debilidad se presenta en forma asimétrica y bien puede presentarse desde la
infancia 0 no hacerse evidente hasta que la mujer es adulta, pudiendo ser
escasamente progresiva o permanecer estatica. Debido a que la debilidad es

esencialmente proximal, el diagndstico diferencial con la distrofia de cinturas es

13



imprescindible para el consejo genético®. Aproximadamente el 8% de las
portadoras pueden desarrollar cardiomiopatia dilatada o disfuncion ventricular de

distinta gravedad, incluso sin presentar sintomas de debilidad muscular®.

2.0 EIGEN DMD Y SU PROTEINA: LA DISTROFINA

18,35,69,70
, fue

El gen de la distrofina se localiza en el cromosoma X (Xp21.2)
localizado gracias a estudios citogenéticos y de andlisis de ligamiento genético,
lograndose su clonacién en el afio de 1987’!. Abarca aproximadamente 2.4
megabases (Mb) lo que lo hace el gen mas grande del ser humano’*(figura 4). El

7374 y existen descritos hasta este momento

control de la transcripcion es complejo
8 promotores responsables de la expresion celular constitutiva y tejido especifica
de las diferentes isoformas de la distrofina (figura 5). Al menos 3 de ellos
controlan las isoformas muscular, neuronal y cerebelosa de las distrofinas
completas de 427 kDa’”>’®”’, El gen consta de 79 exones y se transcribe en un
RNAm de 14 kilobases (kb)’®. Se ha demostrado que la transcipcion y el corte y
empalme del RNAm (splicing), requiere de 16 horas para completarse!. La
expresion es predominantemente en musculo esquelético y cardiaco, aunque se
han demostrado isoformas mas pequefias, especificas en sistema nervioso central

(140kDa), células de Schwann (116kDa), células gliales (71kDa) y en retina

(260kDa)”*8081,

La distrofina de 427 Kda pertenece al grupo de proteinas de unién a actina, de

la superfamilia de las espectrinas. Conforma el 5% del total de proteinas del
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citoesqueleto subsarcolémico y el 0.001% del total de proteinas de la fibra
muscular estriada. Contiene 4 regiones en “bisagra” (H1-H4) ricas en prolina
(figura 6), a las que se les atribuye la flexibilidad de la proteina, asi como otros 4
dominios:

1. El dominio N-terminal presenta tres sitios de unién (a.a 14-240) para
filamentos de actina en la linea Z y M del sarcomero (actina F).

2. El dominio “rod” (a.a 278-3080) consiste en una serie de 24 secuencias
repetitivas de 109 aminoacidos, que le otorgan la conformacién de triple a-
hélice, semejante a espectrina y ademas se ha sugerido que podria ser un
sitio alternativo de unién a actina.

3. El dominio rico en cisteinas (a.a 3081-3360) que esta involucrado en la
union al B-distroglicano del complejo glucoproteico asociado a distrofina
(DGAQ).

4. EI dominio C-terminal, que se encuentra altamente conservado en
vertebrados, ademas de que es Unico en la distrofina y en una proteina
homdloga a la distrofina denominada utrofina, cuyo locus se ubica en el
cromosoma 6.

Los 4 dominios suman un polipéptido altamente hidrofilico de 3,658

aminoacidos, con extremos globulares y una longitud de 175nm (figura

6)82,83,84.

En el musculo esquelético, la distrofina se localiza en unas estructuras

denominadas costameros, que consisten en conexiones transversas entre las
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miofibrillas y el sarcolema del musculo esquelético, principalmente a nivel de la
linea Z. La posicion estratégica de los costameros junto a la linea Z, conduce a un
“pleglamiento” ordenado de la membrana, paralelo a la contracciéon de la
sarcomera. Este mecanismo protege al musculo del efecto de la contraccion®. La
distrofina se une al citoesqueleto de actina F y al sarcolema mediante el complejo
glucoproteico asociado a distrofina (DGAC), que se ancla con la matriz extracelular
(figura 7), cumpliendo la funcién de puente entre estos, favoreciendo de este

modo una mecanica ordenada de la contraccién muscular®®.
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Figura 4. Ubicacién del gen DMD en el cromosoma X de humanos. A) Mapa citogenético
del brazo corto del cromosoma X. B) y C) Posicion de los marcadores genéticos (C) y sondas
(B) descritos para Xp. Destacan los marcadores DXS206 (sondas pXJ) y DXS164 (sondas
pERT87), como los primeros que demostraron estar estrechamente ligados a DMD/B. (D)
Kilobases que ocupa el gen DMD.
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Figura 5. Isoformas codificadas por el gen de la distrofina. (a) Representacion del gen de la
distrofina mostrando la posicion de los 8 diferentes promotores (B, cerebro; M, miisculo; P, Purkinje;
R, retina; B, K, cerebro y rifién; S, células de Schwann; G, general). (b). Esquematizacion de las
isoformas de la distrofina. Comparando los principales dominios de la distrofina Dp427 con los la
de la Dp260, 140, 116, 71 y 45. Unicamente la Dp427 contiene el dominio amino-terminal de unioén a
actina, pero la mayoria de las otras isoformas contienen la triple hélice de repeticiones semejantes a
espectrina o dominio “rod” y los subdominios de la regién C-terminal.
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Figura 6. Estructura e interacciones de la distrofina. (A). Representacion de la distrofina,
mostrando los principales dominios (Amino-terminal, “rod” de 24 repeticiones de 109
aminoacidos, rico en cisteinas y carboxiterminal) e interacciones de la isoforma de 427 kDa (con
la actina, B-distroglicano, sintrofinas y la distrobrevina). H: Regiones “bisagra” ricas en prolinas,
responsables de la flexibilidad de la proteina. Como subdominios del dominio C-terminal
encontramos un sitio de union a proteinas “WW?” con el que se une al B-distroglicano, a una mano
“EF” dependiente de Ca*" que estabiliza la uniéon de WW, un dominio de dedo de zinc “ZZ” y un
dominio “DCC” (coiled-coil) con el que interactia con la sintrofina y distrobrevina. (B). Modelo
tridimensional de la distrofina Dp427 con sus respectivos dominios.
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2.1 COMPLEJO GLUCOPROTEICO ASOCIADO A DISTROFINA (DGAC)

El DGAC esta constituido por al menos 7 polipéptidos denominados a-
sarcoglicano o adhalina (50 kDa), B-sarcoglicano (43 kDa), &-sarcoglicano (35
kDa), e-sarcoglicano (50 kDa), y-sarcoglicano (35 kDa), sarcospan o 25DAP, By «
distroglicano; este Ultimo heterodimero se une a la laminina®®’. También forman
parte del complejo las sintrofinas o, B1 y B2, la distrobrevina, caveolinas y la 6xido

87.88(Figura 7). El DGAC se ha dividido en tres subcomplejos: el

nitroso sintetasa
complejo de distroglicanos, el complejo de sarcoglicanos y el complejo citosolico,
que comprende a las sintrofinas, distrobrevina, caveolinas y la Oxido nitroso
sintetasa (nNOS). Existen algunas diferencias en la organizacién y composicién del
DGAC vy distrofina en el sarcolema de la placa neuromuscular y la union
miotendinosa, desconociéndose su significado®. Actualmente es posible realizar
por inmunohistoquimica una evaluacién integral de cada uno de estos
componentes implicados en el desarrollo de algunos tipos de distrofias®'%®, En los
pacientes con DMD se observa una desorganizacién del DGAC, asi como una
disminucion significativa de los complejos sarcoglicano y distroglicano. Debido a la
estrecha relacion que existe entre los componentes del DGAC con la distrofina y
merosina, la alteracidn de estas Ultimas o de alguno de los componentes del DGAC
producen cambios distréficos de la fibra muscular y una redistribucién secundaria
de los componentes del DGAC*°. Actualmente ha quedado claro que la existencia

de mutaciones en los genes de alguno de los componentes de sarcoglicano y

algunos componentes citoplasmaticos asociados al DGAC (disferina, caveolina-3,
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calpaina, etc) conducen a otros fenotipos de distrofia muscular, inclusive con un
curso clinico incapacitante, letal y dificilmente distinguible de las distrofias

musculares ligadas a Xp21_23,90,91,92_

2.2 PATOGENESIS DE LA DMD/DMB

La deficiencia cuantitativa o cualitativa de la distrofina o de alguno de los
componentes del DGAC, ocasiona ruptura del sarcolema durante la contraccion y
relajacion muscular®®®°*%,  siendo entonces la degeneracion muscular la
consecuencia mas relevante de estas patologias. La sustitucion de tejido muscular

por componentes conectivos y adiposos (fibrosis endomisial) forma parte de la

fisiopatologia de la enfermedad®.

La correlacidon entre el dominio dafiado de la distrofina y el fenotipo DMD o
DMB ha resultado un tema controversial*>*>°%°’, E| (inico consenso predictivo que
relaciona el tipo de alteracion en la distrofina con el fenotipo, es dependiente del
marco de lectura’. En los pacientes con DMD, las mutaciones presentes en el gen
generan un cambio en el marco de lectura, en tanto que en los pacientes con DMB
éste se conserva. Asi la eliminacidn de exones que corren el marco de lectura,
condicionan un fenotipo grave tipo Duchenne, mientras que aquellos que no
ocasionan corrimiento del marco de lectura, se correlacionan frecuentemente con
el fenotipo menos agresivo o Becker'*®?, Este consenso se apoya en la hipétesis

de Ménaco®!, la cual propone que las deleciones que no provocan corrimiento del
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Figura 7. Organizacion del complejo distrofina-DGAC (complejo glucoproteico asociado a
distrofina). La distrofina forma un enlace entre el citoesqueleto de actina y la matriz extracelular via
los distroglicanos. El sarcospan y los sarcoglicanos estabilizan el complejo de membrana. El
complejo intracelular incluyendo a las sintrofinas y distrobrevinas junto con la distrofina estabilizan a
la 6xido nitrico sintasa (nNOS) en su posicion subsarcolémica. Entonces la distrofina y las proteinas
asociadas cumplen un doble papel estructural y de sefializacion en la fibra muscular. La pérdida de
este complejo como resultado de mutaciones en el gen de la distrofina o de alguna de las proteinas
asociadas, conduce a una distrofia muscular.
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marco de lectura producen una proteina con funcidn residual asociada al fenotipo
Becker, e idealmente se confirma analizando el marco de lectura de los fragmentos
de unién resultantes de los exones conservados en el transcrito maduro®%:1%,
Para correlacionar el estudio de la proteina y el fenotipo observado, el analisis del
transcrito es altamente informativo, ya que en él se pueden valorar aspectos de
(splicing) alternativo aberrantes en un gen DMD que en muchos casos explica la
discrepancia en los hallazgos de la proteina y el marco de lectura®. Se considera
que la delecién completa del gen o translocaciones X:autoséma, condicionan en
todos los casos fenotipos DMD?. Se ha propuesto que excepciones a la hipdtesis de
Mdnaco, consistentes en pacientes DMD y la presencia de una distrofina

101,102,103,104

anomala o pacientes DMB con una proteina reducida en su expresion

(abajo del 10%)!%319%1%5 o severamente dafiada (con 45% menos de su

40106107 * hueden deberse a la funcionalidad residual de los dominios

secuencia)
clave de la proteina (Amino-terminal y dominio rico en cisteinas), los que
participan en funciones indispensables tales como dirigir correctamente la
localizacion de la distrofina hacia el subsarcolema, su correcto ensamble y union

estable con los componentes del DGAC o la conservaciéon de la vida media de la

propia distrofina®.

2.3 TIPOS DE MUTACIONES EN EL GEN DMD

La tasa de mutacion del gen DMD es 10 veces mayor en comparacion con
cualquier otro gen (1x10* meiosis)!. Las deleciones intragénicas de tamafio

variable, son las responsables de aproximadamente el 60% de los casos con
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DMD/DMB, siendo estas muy heterogéneas ya que, se puede encontrar deletado

18 Las duplicaciones parciales intragénicas

desde un exdn hasta el gen completo
estan presentes en el 6-8% de los casos'® y en la ultima década también se han
caracterizado un nimero importante de mutaciones puntuales con diversos efectos

sobre la expresion del gen'®®.

Multiples estudios  han demostrado dos sitios del gen altamente
susceptibles (puntos calientes) para sufrir deleciones parciales. Uno de ellos abarca
los primeros 20 exones, mientras que el otro se encuentra ubicado entre el intrdn
44 y los exones 53 al 55, Menos del 3% de las deleciones se originan hacia el

extremo 37199112,

Los mecanismos de delecién pueden explicarse con base en fendmenos de
ruptura atribuibles a mecanismos de recombinacion o algun rearreglo especial del
gen en la cromatina'!**%!1311% Dichos eventos pueden tener lugar durante la
meiosis 0 durante la mitosis en etapas tempranas de la embriogénesis>’®*11>, La
presencia de dos sitios calientes entre los exones 1 al 20 y del 43 al 55, sugiere la
presencia de una caracteristica especial que predispone a estas zonas a fendmenos
de ruptura y pérdida; Por ejemplo, el intrén 44 posee secuencias ricas en A-T y
secuencias polimorficas de repetidos CA (probablemente involucradas en la

116

recombinacién)!!®, e incluso un elemento tipo transposén''’>*3, Las duplicaciones

obedecen a los mismos mecanismos que dan por resultado deleciones, aunque aun
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esta en discusion si éstas se generan en gran cantidad en la linea germinal paterna

a través de intercambios de cromatides hermanas®*!%,

Menos de una tercera parte de los pacientes con DMD/DMB son debidos a
mutaciones puntuales que conducen a la creacién de codones de terminacién,
eliminacion de sitios de splicing alternativo, inactivacion o disminucion de la
funcidn promotora y mutaciones de sentido erréneo!'®. Existen descritas mas de
150 mutaciones (incluyendo microdeleciones, microinserciones, etc) con diversos
efectos en la proteina, siendo la mayoria de ellas creadoras de codones sin sentido
y de la afectacion de los sitios de corte y empalme alternativos y del sitio de
ramificacion, asi como la creacion de sitios cripticos de corte y empalme
alternativos''®!®, Existen evidencias que indican que la mayoria de las mutaciones
puntuales se originan en la espermatogénesis**>'?’, Cabe mencionar que no existe
un sitio caliente para las mutaciones puntuales!®, aunque se ha propuesto la
existencia de algunas regiones con caracteristicas particulares en la secuencia
primaria que condicionan mutaciones puntuales generadas de forma no

aleatorig!t®:121,122123

Otras mutaciones poco frecuentes reportadas incluyen a un caso de DMD
causado por la insercion de un elemento retrotransponible L1 en el exén 44 del
gen'®*, y dos casos familiares debidos a inversiones, una pericéntrica'®® y otra

paracéntrica'?; ambos afectando a la banda Xp21.2.
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2.4 GENETICA DE LAS DMD/DMB

Las mutaciones que ocurren en el gen DMD pueden originarse como
resultado de un evento de novo en aproximadamente el 30% de los casos o puede
ser heredado de una madre portadora en el restante 70%. Esta proporcion fue
establecida desde 1956, aun sin conocer el gen y de acuerdo a calculos basados
en genética de poblaciones***!2, Sin embargo algunos estudios®?, incluyendo uno
en poblacién mexicana®, sugieren que la cifra de mutaciones de novo debe ser
reconsiderada. Asimismo se ha reportado en algunas poblaciones un alto nimero
de casos aislados, lo que indica una alta tasa de mutaciones originadas como

evento de novo>®.

Condiciones como el mosaicismo somatico>’>8

y germinal*’®®%®! han sido
descritas para las DMD/DMB. Las cifras reportadas para el mosaicismo germinal
van del 8-14% en familias con DMD/DMB con casos Unicos, aunque esta cifra aln
no se ha definido por completo®®®?, Aparentemente estos datos también varian de
acuerdo a la mutacién presente en el gen DMD. Asi Passos-Bueno y colaboradores
han demostrado que familias con casos Unicos con delecion en la regién 5 tienen
un 30% mas de riesgo que aquellos con delecidon central de ser originados por
mosaicismo germinal®.

2.5 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LAS DMD/DMB

A mediados de la década de los ochentas y en los primeros anos de los

noventas, el Southern blot fue la técnica utilizada para diagnosticar a las

26



DMD/DMB. Este analisis requiere el uso de enzimas de restriccion, que cortan el
ADN en sitios especificos y de 7 a 12 sondas que abarcan la longitud total del
DNAc, para detectar duplicaciones parciales y deleciones en pacientes y

portador352,35,109,127,128

En el afio de 1985 se logrd clonar fragmentos aledafios a la regiéon Xp21,
incluyendo un fragmento de ADN que contenia una pequefia parte del gen DMD,
denominado como pERT87%°. Utilizando a este fragmento como sonda en el

Southern blot, se logré detectar deleciones en el 10% de los casos con DMD*%°,

Con la caracterizacidn de la secuencia del gen DMD, el Southern blot ha sido
sustituido en gran parte por la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), esto debido al menor costo, trabajo, tiempo, cantidad y calidad del DNA
utilizado en el analisis por PCR multiple, ademas de que no se requiere del uso de
radioactividad. Chamberlain y colaboradores, propusieron en 1988 un ensayo de
PCR multiple, que permitié el andlisis de numerosos exones (6) del gen DMD,
representativos de los puntos calientes, logrando caracterizar el 80% de las

deleciones detectadas por el estudio de Southern Blot!3%131:132,

En 1990, Beggs y colaboradores, propusieron el estudio de otros exones del
gen DMD dentro del ensayo de PCR multiple (con este método se logré estudiar
desde el promotor hasta el exdn 60. Al combinar ambos métodos, se incremento la

eficiencia de deteccidn de deleciones al 98% *3°,
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Una de las agrupaciones de exones en PCR-M mas utilizadas es aquella que
analiza 13 exones y el promotor muscular en dos reacciones por separado (9-plex
y 5-plex)t3%13313% o |3 de dos reacciones de 9 exones cada una. Los exones
incluidos en el estudio por PCR-M abarcan regiones del extremo 5° y la region
central del gen. Los exones amplificados, incluyen toda la secuencia codificante del
exon, los sitios de corte y empalme alternativos y algunas bases de los bordes
intronicos'?®!%, Debido a su tamafio (diferencias entre 50 y 100pb), los exones
amplificados, son facilmente visualizados en un gel de agarosa tefiido con bromuro
de etidio’®. Mediante otra estrategia utilizada en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto Nacional de Pediatria desde 1999, pueden amplificarse 20
exones y el promotor muscular-exdn 1, en 4 reacciones separadas™*. La técnica de
PCR-M, cuando se modifica para hacerla cuantitativa, se puede aplicar a la
deteccion de duplicaciones, defecto no detectable por simple PCR-M. Asi mismo
ésta se aplica a la determinacién de dosis génica en la busqueda de mujeres
portadorasz'132'136'137'138'139.

El FISH (Hibridacidon in situ con fluorescencia), es una técnica que puede
emplearse para la deteccion de portadoras en familias con casos de delecidn

Unicamente. Sin embargo su uso se encuentra limitado debido al alto costo del

equipo requerido, aunque existen reportes de su uso*.

Otra técnica de reciente creacidon que puede aplicarse de forma cuantitativa,
es el PCR en tiempo real, obteniéndose de esta forma lecturas del amplificado

mientras se desarrolla la reaccion'*.

28



La secuenciacién para detectar mutaciones puntuales resulta sumamente
laboriosa y costosa. Debido a los inconvenientes en la secuenciacion directa del
gen de la distrofina, muchos grupos de investigacion han desarrollado
recientemente estrategias para detectar variaciones en las secuencias exonicas,
utilizando métodos de tamizaje, continuado por el analisis de secuenciacion

Unicamente en los amplificados en los que se detectd una variaciéon*.

Una de las estrategias descritas se basa en el analisis por medio de la
cromatografia liquida desnaturalizante de alta resolucién (DHPLC) como un método
de tamiz. Con esta estrategia se busca la separacién de fragmentos de ADN
heteroduplex, seguida de secuenciacion directa de los amplificados obtenidos. Con
este método se lograron detectar mutaciones puntuales en seis de ocho muestras
de pacientes sin delecién'*?. Otras alternativas descritas incluyen la electroforesis

3y la amplificaciéon en condicién

en gel de gradiente desnaturalizante (DGGE)
sencilla / primer interno (SCAIP), con un Unico programa de temperaturas en el
PCR, se amplifican los 79 exones y los productos alternativos de los promotores,
seguida por el uso de un segundo juego de primers para la secuenciacién. De esta
forma ponen en evidencia deleciones en cualquier exén y mutaciones puntuales en
caso de ausencia de delecion. Los autores calculan una inversidon en tiempo de 3
dias con un costo aproximado en USA de $1000.00 ddlares en reactivos'®;

convirtiéndose en una alternativa diagndstica atractiva para aquellos pacientes sin

delecion caracterizada.
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2.6 ANALISIS DE LIGAMIENTO
El ligamiento genético puede definirse como la tendencia de alelos muy
cercanos en el mismo cromosoma a transmitirse juntos, como una unidad intacta a

través de la meiosis.

El principal valor del andlisis de ligamiento en genética humana y médica es
ayudar a la identificacion, el mapeo y el diagndstico de los genes que provocan
una enfermedad hereditaria. En familias adecuadas entonces, es posible identificar
genéticamente la herencia o segregacion de un determinado gen de enfermedad,
siguiendo la transmisién de otros loci estrechamente ligados, que se denominan
“loci marcadores”. Un analisis de ligamiento se considera eficiente cuando se ha

utilizado méas de un marcador, sugiriéndose utilizar un minimo de tres. 1232428145,

Se les llama loci marcadores a aquellos segmentos de DNA cuya posicion es
conocida, utilizandose por lo general secuencias Unicas y especificas de DNA que
no son codificantes y cuya funcion es desconocida ademas de que son altamente
variables en la poblacion humana, es decir, son polimérficas. Las secuencias
polimodrficas de DNA usadas como marcadores pueden clasificarse en tres grupos
principales: a). Fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLPs) en las
que el polimorfismo analizado es el cambio de una base en una posicidn
determinada, situacion que provoca el reconocimiento o no del sitio por parte de

una enzima de restriccion, detectandose de esta forma los diferentes alelos, b).
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Los minisatélites o repeticiones en tandem de numero variable (VNTR) y c). Los

microsatélites o repeticiones de dinucledtidos (STRs).

A las variantes de un gen o marcador en cuanto a su secuencia de bases se
les denomina alelos, en tanto que a la posicion de un gen o marcador se le
denomina locus (plural “loci”). De este modo podemos hablar de un locus con dos
0 mas alelos posibles. Para estudios de ligamiento los loci deben ser altamente
polimorficos, es decir que es necesario que las variantes sean muy frecuentes en la
poblacién y que por lo tanto sea frecuente que una persona sea heterocigota para

este locus.

El abordaje para la deteccion de mujeres portadoras cuando se desconoce
la mutacidén responsable dada la inespecificidad de los marcadores bioquimicos
como la creatinfosfocinasa, la isoenzima 5 de la lactato deshidrogenasa o la
hemopexina, se basa en el anadlisis de ligamiento (tipo indirecto) utilizando
marcadores intragénicos del tipo RFLPs, VNTRs y STRs, permitiendo un
seguimiento del alelo mutado o en riesgo en la descendencia y en ocasiones
fungiendo como un analisis de tipo directo poniendo en evidencia eventos de
delecion al no amplificar uno de los alelos o duplicacion al realizar la técnica de la
dosis génica en casos indice y/o portadoras!’:133146,147:148,149,150,151
Existen tres limitantes importantes en la aplicacion del andlisis de

ligamiento, la primera consiste en contar con una estructura familiar adecuada

(familia extensa o casos familiares), la presencia del caracter de heterocigocidad
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en al menos un marcador en la madre del proposito (la informatividad de los
marcadores depende del nivel de heterocigocidad en la poblacién, por lo tanto los
marcadores seleccionados deben ser especificos para la poblacion en estudio) y la
alta prevalencia de fendmenos de recombinacidn intragénica documentados en el
gen DMD que pueden conducir a falsos positivos o negativos en el 5-12% de los
casos, especialmente cuando se utiliza un nimero limitado de marcadores y con

distancias génicas superiores a 1cM?8147:130,152,153

Tres de los primeros RFLPs en ser utilizados en conjunto para realizar
andlisis de ligamiento fueron los pERT87.15/Xmnl, pERT87.15/BamHI y el
pERT87.8/ 7Tagl, obteniendo una eficiencia en la heterocigocidad (informatividad)
en al menos un marcador del 70%!*. Tanto pERT87.8/7ag/ como
pERT87.15/XmnI han continuado utilizandose en diversos paises (China, India,

Japdn, Inglaterra y Turquia entre otros) con buenos resultados!>* 116157,

En el caso de los VNTRs uno de los primeros en utilizarse para el analisis de
ligamiento fue el marcador MPIP que al estar situado en la regidén 3" sirvid a su
vez para coadyuvar a la identificacion de eventos de recombinacion utilizado en

conjunto con marcadores ubicados en la regién 5y central del gen DMD'®®,

En cuanto a los STRs, han sido probados con buenos resultados en la
poblacion argentina, cubana, hindd y Coreana entre otras, siendo algunos de los

utilizados los STR-44, STR-45, STR-49 y STR-50, obteniendo frecuencias de
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heterocigocidad que rondan entre el 82% y el 86.2% para cada uno de

e”0517,24,159,160.

2.7 DIAGNOSTICO PRENATAL

El diagndstico prenatal puede utilizarse en familias con delecion
caracterizada buscando la delecién en el producto, en tanto que en las familias sin
mutacién caracterizada es posible utilizar el analisis de ligamiento para realizar el
diagnostico prenatal. Una vez asignado el estado de portadora, el producto puede
ser diagnosticado desde el primer trimestre de la gestacion, utilizando amniocitos
obtenidos a las 16 semanas de gestacion (SDG) o a través de células trofoblasticas
obtenidas a las 8-10 SDG. Aunque la recombinacion intragénica (5-12%) en el gen
DMD puede ser fuente de falsos positivos o negativos, situacion que debe

informarse a la madre del producto.?®146:147,148,145
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3. JUSTIFICACION

Las DMD/DMB constituyen los padecimientos hereditarios neuromusculares
mas frecuentes a nivel mundial, teniendo un caracter invalidante y letal en el
individuo. Ante este tipo de padecimientos no existe a la fecha un tratamiento
definitivo, por lo que es indispensable el asesoramiento genético para la

prevencion de la enfermedad.

En nuestro pais, la deteccién de portadoras en familias con DMD/DMB se
basa en métodos tradicionales indirectos, tales como la determinacién de
creatinfosfocinasa sérica y recientemente por PCR multiple, dosis génica y analisis
de ligamiento con RFLPs, VNTRs y STRs. La importancia de la biologia molecular
en este campo reside en su alta sensibilidad y especificidad para la caracterizacion
del tipo de mutacién y la deteccién de mujeres portadoras de estos padecimientos
invalidantes, lo anterior brinda la oportunidad de otorgar un asesoramiento

genético de certeza.

Se cuenta con un banco de DNA de 150 Familias DMD/DMB en el
Departamento de Investigacién en Genética Humana del Instituto Nacional de
Pediatria. Sblo 41 de ellas tienen antecedentes heredofamiliares para Ila
enfermedad, por lo que se pudo determinar el estado de portadora obligada solo
en la madre; sin embargo en las hermanas y otros familiares femeninos el estado

de portadora es incierto, lo mismo que en el resto de las madres y hermanas de
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los casos indice sin delecion y sin caracterizacion de la mutacion responsable; en

ellas es indispensable determinar si son 0 no portadoras de la enfermedad.

Mediante el empleo de tres marcadores intragénicos (pERT87.8/7agl (T),
pERT87.15/XmnI (X) (RFLPs) y MP1P (VNTR)), se propone mejorar la eficiencia del
asesoramiento genético al realizar el andlisis de ligamiento, ademas de que no
existen datos en la poblacion mexicana sobre el indice de recombinacion

intragénica en este locus y las frecuencias alélicas respectivas.
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4. OBJETIVO GENERAL
Implementar el andlisis molecular de los polimorfismos pERT87.8/ 7ag! (T),
pERT87.15/XmnI (X) (RFLPs) y MP1P (VNTR) en familias mexicanas con

DMD/DMB.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la amplificacion, restriccion (RFLPs) y analisis electroforético de
los marcadores pERT87.8/ 7aqg 1, pERT87.15/ Xmnly MP1P.

2. Dar a conocer las frecuencias alélicas de los tres marcadores analizados e
integrar haplotipos.

3. Dar a conocer el indice de recombinacidn observado con los tres
marcadores utilizados en el gen DMD.

4. Establecer el diagndstico de mujeres portadoras DMD/DMB a través del
analisis de ligamiento y su posible uso en el diagndstico prenatal de

DMD/DMB.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 ALGORITMO METODOLOGICO

Caso DMD/DMB y
familiares en primer grado

Extraccion
PCR de DNA
MPIP

PCR
gel de PERT87.15/XmnI
Poliacrilamida al

12 % [} [}

Restriccion con Electroforésis
la enzima Xmnl En gel de

PCR
PERTS87.8/Taql

[

Restriccion con
la enzima Taql

Electroforésis en

agarosa al 3%

Electroforésis
En gel de
agarosa al 2%

Interpretacion de genotipos
Integracion de haplotipos
Obtencion de frecuencias alélicas

Asesoramiento genético
(Determinacion de portadoras)

Diagnostico Prenatal
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5.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se incluyeron en el estudio un total de 150 familias no relacionadas
captadas por el servicio de Genética Médica del Instituto Nacional de Pediatria, S.S
y canalizadas al Laboratorio de Biologia Molecular para analisis moleculares, todas
constituidas al menos por un paciente afectado de DMD/DMB y su madre. Los
abuelos paternos y maternos del caso indice son mexicanos de nacimiento. Para
fines del analisis, sdlo se incluyen a 481 individuos de las 150 familias distribuidos
de la siguiente manera: 164 varones afectados, 150 madres, 28 padres, 106
hermanas de afectados y 37 hermanos de afectados. Sin embargo cabe mencionar
que en algunas familias se analizaron muestras de primas y primos hermanos,

sobrinas (0s), abuelas, tias y tios por rama materna (datos no mostrados).

De las 150 familias, 115 corresponden a fenotipos Duchenne, 32 a fenotipos
Becker y 3 con fenotipos intermedios. Al momento de su ingreso al estudio, 57
familias (38%) tenian historia familiar positiva de DMD/DMB o madre portadora
detectada por la técnica de dosis génica. Las madres portadoras obligadas de estas
57 familias, tienen antecedentes de hermano, tio o primo por rama materna con

DMD/DMB u otro hijo afectado por la misma patologia.

El diagndstico de DMD/DMB/DMI se establecio con base en la historia clinica
completa con elaboracion de arbol genealdgico, determinacidon sérica de CPK,
electromiografia y analisis histopatoldgico de rutina en biopsia muscular. La

clasificacion de los pacientes en fenotipos DMD, DMB o fenotipo intermedio, se
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realizd con base en la gravedad del cuadro clinico, tomando en cuenta la edad de
inicio, evolucion y edad de la pérdida de la deambulacion. Asi, los pacientes que
dejaron de caminar antes de los 12 anos se clasificaron como DMD, mientras que
los pacientes con pérdida de la deambulacion después de los 16 afos se
consideraron como DMB, en tanto que los que dejaron de deambular entre los 12

y 16 afos fueron clasificados como fenotipo intermedio.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSION:

1. Paciente masculino con diagndstico de distrofia muscular tipo Duchenne o
Becker o con fenotipo de gravedad intermedia, que cuenten con
electromiografia, valores de CPK sérica elevados y/o biopsia muscular con
datos distrdficos.

2. Familiares en primer grado.

5.4 CRITERIOS DE EXCLUSION:

1. Familias que no cuenten con madre o caso afectado disponibles para el estudio
clinico, de laboratorio, de gabinete y molecular.

2. Familias cuyo caso afectado sea mujer y no se cuenten con datos de herencia
recesiva ligada al cromosoma X.

3. Familias con caso afectado cuyo diagnostico clinico, de laboratorio y gabinete
sea de una distrofia muscular diferente al tipo Duchenne/Becker.

4. Temporalmente, pacientes transfundidos en un lapso menor a tres meses.
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5.5 EXTRACCION DE DNA

A todos los integrantes de las 150 familias no relacionadas (casos indice,
madres, padres, hermanos, hermanas) se les realizé extraccion de DNA a partir de
leucocitos de sangre periférica mediante la extraccion fenol-cloroformo (Sambrook

Jy cols.,1989), con lo cual se constituyé el banco de DNA.

Se obtuvieron por venopuncion 7ml. de sangre periférica en tubos
Vaccutainer® con EDTA o ACD, separandose los leucocitos por centrifugacion a
2,500 rpm, se lavaron con amortiguador para células rojas y se lisaron con
proteinasa K. Eliminando las proteinas por extraccion fendlica, el exceso de fenol
se retird con 2 lavados de cloroformo: Alcohol isoamilico 24:1. El DNA se precipitd
con NaCl y etanol a 20°C, acto seguido se lavd con etanol al 70% a temperatura
ambiente y posteriormente se resuspendié en 200-300 pl de amortiguador TE pH
8.0. Para la cuantificacion del DNA se realizd una dilucién 1:250 de DNA : agua
bidestilada y se cuantificd en un espectrofotdmetro a una densidad optica (D.O.)

de 260 nm mediante la siguiente férmula:

[ ADN] ug/pl = (DO260)(F)(Factor de dilucién)

donde:

DO360: = Densidad Optica a una A de 260 nm
F= Constante equivalente a 0.05 (1 D.O.) = 50 ug de ADN
Factor de dilucion: Equivalente a 1:250 pl.

El criterio de pureza de fenol (lectura a 240 nm) y proteinas (lectura a 280

nm), se obtuvo calculando el cociente entre estas lecturas y la lectura a 260 hm
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(DNA); el cociente por encima de 1.6 se considera adecuado para estudio. La
integridad del ADN se evalud por electroforesis en geles de agarosa al 0.7% a
100V por 30 minutos. Posteriormente se tifid con bromuro de etidio y se visualizd
en un transiluminador con luz UV. La integridad del DNA se consideré como optima
cuando se observa una banda nitida de alto peso molecular (>23 kb del marcador

de pesos moleculares fago A/HindIIl. Figura 8).

DNA
723 1kh

MPM
fago
A/Hindi

Figura 8. Integridad del DNA obtenido. El1 DNA se separ6 en geles de agarosa al 0.7%.
Después de su tincion con bromuro de etidio, se aprecié una banda nitida de alto peso
molecular que nos revela la presencia de un DNA de adecuada integridad.
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5.6 SINTESIS DE OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES F Y R.

Los oligonucledtidos se prepararon utilizando el método de fosforoamidita
en un oligosintetizador (Pharmacia) y se purifican en columnas de Sephadex G-25.
La secuencia de los oligonucledtidos para amplificar los tres polimorfismos
(pERT87.8/ Tagl, pERT87.15/Xmnl, MP1P) y el tamafio de los productos

respectivos se muestran a continuacion:

RFLPs'¥

pERT87.8/ F: GTCAGTTGGTCAGTAAAAGCC A1: 145pb
Tagl R: CAGATCAGTCGACCAATTAAAACCACAGCAG A2: 71 | 74pb
pERT87.15/ F: GACTGGAGCAAGGGTCGCC A1: 740pb
Xmnl R: CTGATGAACAATTTCCCTTTCATTCCAG A2: 520 / 220pb
VNTR>™

MP1P F: ATGATCAGAGTGAGTAATCGGTTGG A1:60pb

R: ATATCGATCTAGCAGCAGGAAGCTGAATG A2: 56pb

5.7 DETECCION DE PORTADORAS POR ANALISIS DE LIGAMIENTO

Todos los integrantes de las 150 familias, fueron sometidos a analisis de los
tres marcadores polimérficos intragénicos del gen DMD: pERT87.8/ Tag! (intrén 13,
tipo RFLP), pERT87.15/XmnI (intron 17, tipo RFLP) y MP1P (regidon 3’ no
traducible, tipo VNTR bialélico) ampliamente utilizados para consejo genético en
otras poblaciones. El analisis se realizd por PCR con posterior restriccion con la
endonucleasa respectiva, a excepcion del marcador MP1P. Se obtuvieron las

respectivas frecuencias alélicas, se integraron 9 haplotipos posibles y se indagd

42



sobre fendmenos de recombinacion en la descendencia, la segregacién de los
alelos DMD mutados y/o de riesgo en las familias (El alelo de riesgo es el que
porta el paciente afectado de DMD/DMB), asi como su utilidad para brindar
asesoramiento genético.
5.8 ANALISIS DE LOS MARCADORES PERT87.8/ Taql, pERT87.15/ XmnI
(RFLP’S ) y MP1P (VNTR).

La amplificacion de estos sitios polimérficos se llevo acabo mezclando 100-
250 ng de ADN en una solucién con amortiguador para el fragmento Stoffel®
(Applied Biosystems, Foster City, CA) de la Taq polimerasa (10mM Tris-HCI, pH
8.3, 50 mM KCl), 2.0 Ul de AmpliTag fragmento Stoffel®, 0.1uM de cada
oligonucledtido iniciador, 150uM de dNTPs, 1.5 mM de MgCl2, 5% de DMSO

(Unicamente para Xmnl), en un volumen de reaccion final de 50 pl.

En el caso de pERT87.8/7agl y MP1P, la reaccion se lleva acabo bajo las
siguientes condiciones: se inicia con una desnaturalizacion a 94 °C por 5 min.,
seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 50 seg, alineacion a 55 °C
por 50 seg. y extension a 70°C por 3 min. y una elongacion final a 70°C por 5 min.
Para pERT87.15/Xmnli, son 28 ciclos bajo las mismas condiciones exceptuando la
temperatura de extension que fue a 68°C. Para verificar la amplificacion de
pERT87.8/7Tagl y pERT87.15/Xmnil, 15ul del producto se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 3% a 100 Volts por 20 min, con 100 pul

(100ug/100ml) de bromuro de etidio. Los productos de PCR se visualizaron y se
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fotografiaron en un transiluminador con luz U.V con pelicula Polaroid ISO 667
instantanea (figura 9).

La posterior restriccion se llevd a cabo mezclando el amplificado de
pERT87.8/7agl con 3 Ul de 7agl o 12 Ul de Xmn1 para pERT87.15/XmnI a 65°C
y 37°C respectivamente, durante toda la noche (la enzima Tagl reconoce y actua
sobre la secuencia 5" T'CGA 37, en tanto que XmnI reconoce 5 GAANN 'NNTTC
37, donde N es cualquier base). Los productos de restriccion de 7agly Xmnl, se
sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 3% a 120V 20 minutos, con 100

ul (100ug/100ml) de bromuro de etidio (figura 9).

La interpretacion de los alelos MP1P se realizd mediante electroforesis (120V /
45 min.) en geles de poliacrilamida al 9% (C.L. 3.3%) para posteriormente ser
teflidos en una solucién acuosa de bromuro de etidio (100ug/100ml) por 10
minutos, quitandose el exceso de bromuro de etidio por inmersidn del gel en agua
bidestilada, visualizados y fotografiados bajo luz UV (figura 9). En todas las
reacciones de amplificacion/restriccion se corrieron en forma paralela muestras con
genotipos conocidos (controles) para cada una de las combinaciones posibles de

RFLPs y VNTR.
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5.9 ESTADISTICA

Se utilizd la prueba de la Homogeneidad de la Chi Cuadrada (X?), mediante el
programa de cOmputo estadistico NCSS® (2001), para indagar sobre la
homogeneidad o similitudes en las frecuencias alélicas y haplotipos de los

marcadores utilizados en el estudio entre si y con respecto a otros grupos étnicos.
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Figura 9. Amplificacion y restriccion de los polimorfismos analizados. A. Amplificacion de
pERT87.8/Tagl. Carril 1 marcador de pesos moleculares, carril 2 control negativo, carril 3-8 productos
de amplificacion. B. Restriccion de pERT87.8/Taqgl. Carril 1 marcador de pesos moleculares, carril 2
control negativo, carril 3 hombre hemicigoto, carril 4 mujer homocigota, carril 5 mujer heterocigota. C.
Amplificacion de pERT87.15/Xmnl. Carril 1 marcador de pesos moleculares, carril 2 control negativo,
carril 3-8 productos de amplificacion. D. Restriccion de pERT87.15/Xmn.Carril 1 marcador de pesos
moleculares, carril 2 hombre hemicigoto, carril 3 mujer heterocigota, carril 4 mujer homocigota, carril 5
mujer heterocigota, carril 6 hombre hemicigoto, carril 7 mujer heterocigota, carril 8 mujer homocigota,
carril 9 control negativo. E. Amplificacion de MP1P. Carril 1 marcador de pesos moleculares. Carril 2-
5 mujeres homocigotas, carril 6 mujer heterocigota, carril 7-9 hombres hemicigotos, carril 10 mujer
heterocigota, carril 11 mujer homocigota, carril 12-13 hombre hemicigoto, carril 14 control negativo.
En los carriles 5 y 10 se observan (a nivel de las 130 pb aproximadamente) ‘“heteroduplex”, sefialados
con una flecha, siendo “artefactos” ocasionales de la técnica.
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6. RESULTADOS

6.1 FRECUENCIAS ALELICAS

Se examinaron un total de 328 alelos, correspondientes a 150 madres de los
casos indice y a 28 padres, ya que son individuos no emparentados y por tanto
utiles para obtener las frecuencias alélicas de estos polimorfismos en nuestra
poblacién. Cabe mencionar que por convencién se denomina alelo 1 (T1 y X1) al
que carece de sitio de corte para la enzima de restriccion (7agl o Xmnl) y alelo 2
(T2 y X2) al que si lo tiene. En cuanto a MP1P se le denomina alelo plus al de 60
pb y minus al de 56 pb. La prueba de la X? en este apartado se utilizd con 1 grado

de libertad (g.l) y una P<0.05 (valor de tabla 3.841).

Las frecuencias alélicas para el polimorfismo pERT87.8/7agl (intrén 13)
fueron de 0.4177 (n=137) para Tl y 0.5762 (n=189) para T2 (figura 10),
documentandose 2 madres con delecidon del intron al no amplificar uno de los
alelos, lo que representa el 0.006 de la frecuencia. Al comparar las frecuencias
obtenidas en nuestra poblacién mexicana analizada con las reportadas en otras

133,154,155,156.157 " e observa una similitud estadisticamente

poblaciones (figura 11)
significativa con las frecuencias alélicas reportadas para la poblacion hindu

(0.421(n=24) para T1 y 0.579(n=33) para T2) con una X*> de 0.000130.

En cuanto al polimorfismo pERT87.15/XmnI (intréon 17), se encontrd una
frecuencia alélica de 0.4451 (n=146) para X1 y de 0.5488 (n=180) para X2

(figura 10), encontrando a 2 madres con delecion del intrén, lo que representa el
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0.006 en la frecuencia. Al comparar con otros grupos étnicos reportados (figura
12)133154155157 "5 se encontrd similitud estadisticamente significativa, siendo las
frecuencias alélicas en la poblacién japonesa las que mas se asemejan, con una X

de 4.4045 (0.55 n=93 para X1 y 0.45 n=77 para X2).

En el caso del marcador MP1P (regién 3" no traducible) las frecuencias
alélicas obtenidas fueron de 0.2580 (n=64) para el alelo Plus y 0.7419 (n=184)
para el alelo Minus (figura 10), al buscar similitudes con otros reportes (Figura
13)>18 se obtuvo una X? de 3.3476 con la poblacidn inglesa (0.12 n=5 alelo
Plus y 0.88 n=35 alelo Minus), con lo que se concluye que existe una similitud en
las frecuencias alélicas de ambas poblaciones. Un reporte en caucasicos revela
frecuencias alélicas totalmente distintas con 0.68 para el alelo Plus y 0.32 para el

alelo Minus con una X? de 35.459351.

En cuanto a las frecuencias alélicas de los casos indice estas fueron de 0.38
(n=57) para T1 y 0.553 (n=83) para T2, encontrando el 0.066 de los alelos
deletados (n=10). En cuanto a XI, estas fueron de 0.4133 (n=62) y 0.5333 (n=80)
para X2 encontrando deletado el alelo en el 0.0533 de los casos (n=8). Por ultimo
las frecuencias alélicas para el alelo plus fueron de 0.2033 (n=118) y para el minus

de 0.788 (n=24), documentandose un paciente con delecion del marcador (0.066).
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FRECUENCIAS ALELICAS DE LOS TRES POLIMORFISMOS ANALIZADOS
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Figura 10. Frecuencias alélicas de los tres polimorfismos analizados.
PERT87.8/Taql, pERT87.15/Xmnl y MP1P. Los RFLPs muestran frecuencias
alélicas semejantes entre si ,en tanto que en el VNTR predomino el alelo minus.

49



FRECUENCIAS ALELICAS DE pERT87.8/Taq1 EN DIVERSAS POBLACIONES

80% fi% L
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32%

Figura 11. Frecuencias alélicas del polimorfismo pERT87.8/Taql en diversas
poblaciones. Es de notar la similitud existente entre las frecuencias alélicas de la
poblacion hindl y la mexicana.
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FRECUENCIAS ALELICAS DE pERT87.15/Xmnl EN DIVERSAS POBLACIONES
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Figura 12. Frecuencias alélicas del polimorfismo pERT87.15/Xmnl en diversas
poblaciones. Las frecuencias obtenidas en la poblacion mexicana difieren
significativamente de las reportadas para otro grupos étnicos.
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FRECUENCIAS ALELICAS DE MP1P EN DIVERSAS POBLACIONES

90,
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Ingleses Caucasicos Mexicanos
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Figura 13. Frecuencias alélicas de MP1P en diversas poblaciones, es de notar una cierta

similitud en las frecuencias entre la poblacion inglesa y mexicana.
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6.2 INDICE DE HETEROCIGOCIDAD EN MADRES

Para el marcador pERT87.8/ 7agl, se encontrd un indice de heterocigocidad
(informatividad) del 49.33% (74 de 150 madres), en cuanto a PERT87.15/XmnI la
informatividad fue del 54% (81 de 150 madres), siendo éste el marcador mas
informativo de los tres estudiados en esta poblacidn mexicana, en tanto que el
marcador menos informativo fue el MP1P con Unicamente 36.20% de madres
heterocigotas (42 de 116 madres). Cabe mencionar que 2 madres presentaron
delecion heterocigota de pERT87.8/ 7Tagl y pERT87.15/Xmnl, puesto en evidencia
por la no amplificacion de dichos alelos, correspondiendo al 1.33% de las

poblacion analizada (Figura 14).

El indice de heterocigocidad global, esto es madres heterocigotas para al

menos un marcador fue del 84% (n=126) madres (Figura 15).
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INDICE DE HETEROCIGOCIDAD EN LOS TRES MARCADORES ANALIZADOS
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Figura 14. indice de heterocigocidad en los tres polimorfismos analizados, los RFLPs
obtuvieron indices cercanos al 50%, situacion esperada para marcadores bialélicos, en
tanto que MP1P obtuvo un bajo indice de heterocigocidad.
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Figura 15. Informatividad global. El nimero de madres heterocigotas para al menos un
marcador fue bastante alto y superior a otros reportes que utilizan una cantidad similar de

polimorfismos'®.
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6.3 ANALISIS DE HAPLOTIPOS
Los haplotipos resultantes se denominaron de la siguiente manera de
acuerdo a las 8 posibles combinaciones:

T1, X1, PLUS.
T1, X1, MINUS.
T1, X2, PLUS.
T1, X2, MINUS.
T2, X1, PLUS.
T2, X1, MINUS.
T2, X2, PLUS.
T2, X2, MINUS.

IeMTmMoOwy

En el 6.01% del total de los miembros de las familias no fue posible
determinar el haplotipo, ya sea por delecion de uno o mas marcadores o por no
poder definirlos con certeza en las hijas 0 madres, representando las deleciones el

3.0% de los casos.

La frecuencia global de los 8 haplotipos en madres y casos indice se
muestra en la figura 16 y 17. Los resultados nos muestran que el haplotipo mas
frecuente fue el H, tanto en madres (28.37%) como en los casos indice (27.86%),
en tanto que el haplotipo menos frecuente en madres y casos indice fue el E con

3.15% y 1.74% respectivamente.

Se buscd la presencia de diferencias entre los haplotipos de los pacientes
DMD y DMB encontrandose una X* de 4.77 (7 g.l y p<0.05). Dicho resultado revela

una homogeneidad de haplotipos entre ambas poblaciones (figura 17).
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FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS EN MADRES Y CASOS INDICE
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Figura 16. Frecuencia de haplotipos en madres y casos indice en porcentaje. El haplotipo
mas frecuente fue el H, en tanto que el menos frecuente fue el E. Las frecuencias de ambos
grupos son muy similares, por lo que no se pone de manifiesto la presencia de algiin
haplotipo en particular en los casos indice.




FRECUENCIA DE HAPLOTIPOS EN CASOS INDICE DMD Y DMB
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Figura 17. Frecuencia de haplotipos en casos indice DMD y DMB. El analisis global de las
frecuencias revela que son estadisticamente similares.
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Otro punto que se analizd fue la asociacion de haplotipos con la mutacion
presente en los casos indice (51 pacientes con delecion y 61 sin delecién de
exones) de acuerdo al estudio previo de Alcantara y cols®®, por medio de la X* se
observa una semejanza en los haplotipos de ambas muestras (X*= 7.8796, 7 g,
p<0.05), sin embargo se aprecian diferencias en el haplotipo A (delecion 1.96%,
no delecion 8.20%), D (delecion 5.88%, no delecidn 14.75%) y F (delecion

23.53%, no delecién 11.48%).

6.4 INDICE DE RECOMBINACION INTRAGENICA

El andlisis de los haplotipos permitid identificar 9 eventos de recombinacion
intragénica en la regién pERT87 y MP1P (6 en la regién 5” y 3 en la regiéon 37), en
un total de 308 meiosis analizadas (pertenecientes a 150 casos indice, 106
hermanas, 46 hermanos y 10 sobrinos), siendo la frecuencia de recombinacion
observada del 2.92%, resultando menor a la esperada de hasta el 12%**3, dos de
estos eventos se esquematizan en la figuras 18 y 19. Cuatro de estas familias
presentan historia familiar de DMD/B, repercutiendo negativamente para el
asesoramiento genético en ellas ya que no se logré definir la segregacion del alelo
mutado en las hijas (3 familias) ni el origen de dichos haplotipos en las hijas
debido a la ausencia de muestra del padre (1 familia). Aunado a ésta situacion, en
7 de las 9 familias no se ha logrado caracterizar la mutacion responsable en los
casos indice, por lo que el analisis de ligamiento constituye la Unica herramienta

disponible para evidenciar la segregacién del alelo de riesgo en la descendencia.
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Figura 18. Evento de recombinacion en el caso indice en familia sin historia de la
enfermedad. En ésta familia no se cuenta con muestra del padre de los dos varones
(II; y II,), sin embargo se dispone de DNA del padre (I5) de su media hermana (Il3),
por lo que es posible determinar el haplotipo paterno y el materno heredado a ella, ya
que comparte el haplotipo D con el medio hermano no afectado, con lo que
evidencian los haplotipos maternos (D y F). Atn asi se desconoce si la recombinacion
ocurri6 en la region del intréon 13 0 17.
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Figura 19. Evento de recombinacion en la region 3° en una familia con antecedentes de la
enfermedad, madre portadora y mutacion no caracterizada. En esta familia la recombinacion
se presento en la hija (II;) en la que se observa la presencia del alelo paterno obligado (F), asi
como el alelo materno heredado (G) producto de la recombinacion. En los hermanos (11,  II,),
ambos portadores de la distrofia se observa el alelo materno heredado (H). A pesar de que la
hija heredo el alelo de riesgo, no es posible determinar por esta metodologia si el mismo
presenta la mutacion debido al evento de recombinacion y por lo tanto si ella es portadora o
no de 1a enfermedad.
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6.5 UTILIDAD DEL ANALISIS DE LIGAMIENTO

6.5.1 Utilidad en el total de las familias participantes

El analisis de ligamiento utilizado como método Unico para detectar
portadoras o documentar la segregacion del alelo de riesgo en la descendencia, en
el total de las familias participantes en este estudio (n=150), fue Util en el 22.66%
de los casos (n=34), 18 por exclusidon del alelo de riesgo y 16 por asignacion del
alelo de riesgo siendo 21 casos esporadicos y 13 familiares (figuras 20, 21y 22),
resultando no aplicable para detectar o excluir portadoras en el 46% de los casos
(n=69) debido a la sola presencia del caso indice u otro hijo varén y no util en el
16% (n=24) por ser las madres homocigotas para todos los marcadores, hubo 14
familias (9.33%) en las que debido a la igualdad de haplotipos entre madres e
hijas y la carencia de muestra del padre, resultd imposible ubicar el haplotipo
materno heredado a las hijas, revelandose con esto la importancia de la inclusion
de la muestra del padre en este tipo de analisis. El porcentaje restante (6% n=9)
en donde se presentaron problemas para asignar haplotipos se debe a la presencia

de deleciones en madres y las recombinaciones, previamente descritas.

Al iniciar este estudio, sabiamos de antemano que el andlisis de ligamiento
no iba a ser util para asignar o excluir portadoras en las familias que Unicamente
cuentan con un hijo vardn afectado, al menos no por el momento, por lo que al
calcular la utilidad al considerar Unicamente a las familias en las que la estructura

de estas permitia aplicar el analisis de ligamiento (n=81), ésta resulta ser del
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41.97% (n=34). Cabe recordar que en las familias con delecién caracterizada
(n=75) la deteccion de portadoras se lleva acabo por medio de la técnica de la

dosis génica.

6.5.2 Utilidad en familias sin delecion caracterizada

En las familias sin delecién caracterizada (n=75), en las que el analisis de
ligamiento resulta ser su Unica opcion, ademas de la historia familiar (arbol
genealdgico), la asignacion del alelo en riesgo fue aplicable a 7 familias, en tanto
que la exclusion fue util en 10 familias, representando en conjunto el 22.66%
(n=17) del total, en el 14.66% (n=11) de las familias la madre resulté homocigota
para todos los marcadores, en el 8% (n=6) es necesaria la presencia del padre
para identificar adecuadamente el alelo materno heredado a las hijas y en el 6.6%

(n=5) la recombinacion dificulta la asignacion.

La utilidad al considerar a las familias en las que se puede utilizar el analisis
de ligamiento por tener sujetos femeninos en la descendencia (n=39) resulta ser
del 43.58% (n=17).

6.5.3 Utilidad en las familias con historia de la enfermedad y mutacion
no caracterizada

Existen 22 familias (dentro de las 75 sin mutacidon caracterizada) con
historia familiar para la enfermedad ademas de 3 en las que la madre es

considerada como portadora obligada sin tener antecedentes familiares, siendo Util
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el andlisis de ligamiento en ellas para asignar o excluir portadoras en 8 (32%), en
9 (36%) no es aplicable por carecer de sujetos femeninos en la descendencia o
ADN de familiares, en 2 (8%) la recombinacién dificulta la asignacion, en 3 (12%)
la madre es homocigota para todos los marcadores y por ultimo en 3 (12%) es
necesaria la presencia del padre para identificar adecuadamente al alelo materno

heredado (figuras 23 y 23).

Al calcular la utilidad al considerar Unicamente a las familias en las que es
aplicable el andlisis de ligamiento para asignar o excluir portadoras debido a la
presencia de sujetos femeninos en la descendencia (n=16), esta resulta ser del

50% (n=8).

Una situacion que pudiese conducir a errores en la asignacién es la no
paternidad. En 2 familias se detecto esta situacion pese al caracter bialélico de los
marcadores utilizados, al carecer del alelo obligado paterno. Sin embargo al

identificar el evento, no altero la asignacion o exclusion del alelo de riesgo.
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Fig.20. Exclusion del alelo mutado en la hermana del caso indice en una familia con
antecedentes de la enfermedad y mutacion no caracterizada utilizando pERT87.8/Tagl. La
madre es heterocigota para el marcador (carril 4) y por lo tanto informativa, en esta
familia se cuenta con muestra del padre (carril 1) que, resulté ser hemicigoto T2, el caso
indice es hemicigoto T1 (carril 2), siendo este el alelo mutado, la hermana del caso indice
es homocigota para el alelo T2 (carril 3), heredados del padre y la madre, descartandose
en ella por lo tanto la presencia del alelo de riesgo.
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Figura 21. Asignacion y exclusion del alelo mutado por medio de pERT87.15/Xmnl en una
familia sin mutacién caracterizada y con antecedentes de la enfermedad. La madre es
portadora obligada e informativa (carril 4). No se cuenta con muestra de DNA paterna
aunque no resulta indispensable para identificar al alelo mutado. El caso indice es
hemicigoto X2 (carril 2), 2 de las hermanas son homocigotas X1 (carril 3 y 5),
permitiéndonos identificar al alelo paterno indirectamente y el materno que no es el de
riesgo sin embargo, la hermana restante (carril 1) es heterocigota, portando el alelo paterno
obligado X1 y el materno X2 es el mismo que ostenta el caso indice, asignandosele por ende
el caracter de portadora.
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Fig. 22. Exclusion del alelo de riesgo en familia con antecedentes de la enfermedad
utilizando el polimorfismo MP1P. Carril 1 caso indice hemicigoto Plus, carril 2 padre
hemicigoto Minus, carril 3 hija homocigota Minus , descartandose por lo tanto su caracter
de portadora, carril 4 madre heterocigota y por consiguiente informativa.
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UTILIDAD DEL ANALISIS DE LIGAMIENTO EN LAS 150 FAMILIAS PARTICIPANTES
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Figura 23. Utilidad del analisis de ligamiento en el total de las familias participantes en
este estudio. El analisis de ligamiento fue util en el 22.66% de las familias. En las
restantes no fue util debido a la no informatividad de la familia (46%), madres
homocigotas para todos los marcadores (16%), ausencia de muestra paterna (9.33%) y
eventos de recombinacion y delecion(6%).
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UTILIDAD DEL ANALISIS DE LIGAMIENTO EN LAS 25 FAMILIAS CON
HISTORIA DE LA ENFERMEDAD Y MUTACION NO CARACTERIZADA
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Figura 24. Utilidad del analisis de ligamiento en las 25 familias con historia de la
enfermedad y mutacion no caracterizada (3 de las madres son consideradas portadoras
obligadas por tener 2 hijos afectados, sin tener antecedentes familiares). En este grupo
de familias la utilidad fue del 32%, en tanto que el ligamiento no fue 1util en el 36% de
las familias debido a la mala estructura familiar, en el 8% de los casos debido a eventos
de recombinacion, en el 12% por ser las madres homocigotas para todos los marcadores

y por ultimo en el 12% restante por ausencia de muestra paterna.
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7. DISCUSION

Las DMD/B son enfermedades letales en las cuales no se dispone actualmente
de un tratamiento curativo, aunque una serie de farmacos han sido estudiados
aunque sin mayor éxito a largo plazo'®®. La terapia génica ha dado resultados
esperanzadores en modelos celulares o animales de laboratorio®?, sin embargo su
aplicacion en humanos aln se ve lejana!®*!®*, Dada la letalidad, frecuencia y
caracter incurable de las DMD/DMB, los aspectos preventivos resultan
imprescindibles en el abordaje de estas familias diagnosticando portadoras,
realizando estudios prenatales y de preimplantacién®. El asesoramiento genético
basado en métodos tradicionales, como son la CPK sérica 0 una biopsia muscular
(método invasivo), brinda resultados inconsistentes, tal como lo han demostrado

diferentes estudios®*1%?.

La biologia molecular ha tenido en las ultimas 2 décadas un impacto notable
en el diagndstico de las enfermedades monogénicas, siendo las DMD/DMB
prototipos de este abordaje!®. El uso de la biologia molecular en las DMD/DMB se
basa actualmente en la blusqueda de deleciones en los varones afectados por
medio del PCR multiple, confirmandose el diagndstico al encontrar la delecion de
uno o mas exones. Lo anterior implica la posibilidad de buscar dirigidamente la
delecién en mujeres emparentadas al caso indice, sin embargo se ha reportado
que en al menos el 30% de las casos no se logra identificar a la mutacion

responsable!®®. En este tipo de familias, donde no se identifica la delecion
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responsable es necesario entonces recurrir al analisis de ligamiento, mediante el
empleo de marcadores moleculares que identifiquen la segregaciéon del alelo de
riesgo en la familia con la finalidad de identificar mujeres en riesgo de ser
portadoras del padecimiento y asi otorgar un asesoramiento genético de

certeza'*, incluso con la posibilidad de realizar diagnéstico prenatal***.

En el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de Investigacion
en Genética Humana del Instituto Nacional de Pediatria, Secretaria de Salud. se
realiza desde hace algunos afios la identificacion de deleciones en el gen DMD en
casos indice, asi como la deteccién de portadoras por medio de PCR multiple y la
evaluacion de dosis génica respectivamente; sin embargo existe un numero
importante de familias captadas en la institucion (50%, n=75) en las que no se ha
logrado determinar la mutacién responsable; ademas, 25 de estas familias cuentan
con historia familiar para la enfermedad o la madre es considerada como
portadora por tener mas de un hijo varon afectado (n=3), situacion que refleja la
necesidad de implementar el andlisis de ligamiento como una herramienta de

diagndstico de tipo indirecto que permita la deteccién de mujeres portadoras.

Con el propdsito de conocer la utilidad de los RFLPs/VNTR en al
asesoramiento genético, la frecuencia de los polimorfismos en nuestra poblacion,
asi como la frecuencia de recombinacion, se analizaron en el presente trabajo tres
regiones del gen DMD correspondientes a la regiébn 5° pERT87.8/7agl y

pERT87.15/XmnI (intron 12 y 17 respectivamente) y la region 3" no traducible con

71



el marcador MP1P. Las familias analizadas son consideradas como representativas

de nuestra poblaciéon, mayoritariamente de la regién centro del pais.

En cuanto a las frecuencias alélicas del polimorfismo pERT87.8/7aqgl, se
encontrd una semejanza estadisticamente significativa con la poblaciéon hindd con
una X* de 0.000130 (p<0.05), no observandose semejanza con otros reportes
internacionales. Con el polimorfismo pERT87.15/Xmnl no se encontrd similitud
alguna con otras poblaciones reportadas siendo el resultado mas cercano el que se
obtuvo al comparar con la poblacién japonesa, con una X* de 4.4045 (p<0.05). En
el caso del marcador MP1P, muestra una similitud a las frecuencias alélicas

reportadas para la poblacidn inglesa, obteniendo una X? de 3.3476 (p<0.05).

El anadlisis de haplotipos en las familias al utilizar estos tres marcadores,
mostrd utilidad en la segregacion de los alelos para poner en evidencia eventos de
recombinaciéon intragénica, que no se lograrian observar si se analizaran los
marcadores de forma aislada. EI marcador MP1P (VNTR), distante de los dos
RFLPs, fue el que presentd menor informatividad con 34.71% de madres
heterocigotas (n=42), situacion que consideramos dificultd la observacion de un
numero mayor de eventos de recombinacion; aunado a esto, la presencia de un
alto nimero de familias con hijos Unicos es otro factor que se suma para explicar
el bajo porcentaje de recombinaciones observadas, respecto a lo reportado en la
literatura mundial (5-12%)*>. Aun asi, la frecuencia de recombinacién puesta en

evidencia fue del 2.92% (9 eventos en 308 meiosis).
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De los 9 eventos de recombinacion detectados en este estudio, 7 se
presentaron en familias donde no se ha logrado caracterizar la mutacion
responsable, por lo que dependian totalmente del analisis de ligamiento para
definir a las portadoras de la enfermedad. De estas 7 familias, cuatro de ellas son
casos familiares, por lo que el fendmeno de recombinacion dificultd la asignacion
de portadoras en ellas, en las restantes tres se excluyo el alelo de riesgo en una y
en dos no afect6 debido a la carencia de sujetos femeninos en la descendencia. La
documentacion real de la frecuencia de recombinacion en nuestra poblacién dada
la problematica descrita, podria realizarse seleccionando para un futuro estudio
Unicamente a familias que cuenten con un minimo de dos hijos(as) y con muestra
del padre, asi también ampliando el menu de marcadores incluyendo microsatélites
en la regidon 5° central y 3, los cuales presentan un indice de heterocigocidad
>90%, facilitando con ello la deteccidon de un mayor nimero de eventos de
recombinacién, disminuyendo asi la probabilidad de error en la asignacion o
exclusion del alelo de riesgo. Cabe mencionar que los microsatélites presentan la
desventaja de tener una gran proporcion de bandas inespecificas producto del
“patinaje” de la enzima 7ag polimerasa, situacién que podria conducir a errores en
la asignacién de genotipos, no obstante el beneficio puede ser mayor una vez

estandarizada la técnica y utilizando siempre genotipos control.

Al ampliar el mend de marcadores, disminuiria la probabilidad de
homocigocidad en madres no informativas, mejorando la asignacion del alelo de

riesgo y de portadoras en 11 madres homocigotas para todos los marcadores de
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casos indice sin delecion caracterizada (14.66%), mientras que en 6 familias (8%),
probablemente ya no sea necesaria la presencia de muestra paterna. De igual
manera se beneficiaria a 22 familias captadas con historia de la enfermedad y 3
con madre considerada como portadora obligada por tener 2 varones afectados en
las que no se ha caracterizado la mutacién responsable de la enfermedad y que
dependen totalmente del analisis de ligamiento como estrategia molecular para la

deteccidon de mujeres portadoras.

Al analizar los indices de heterocigocidad, se encontré que tanto
pERT87.8/ Tagl como pERT87.15/XmnI presentan una informatividad de acuerdo a
la esperada esto es, cercana al 50%, ya que son marcadores bialélicos (49.33%
pERT87.8/ 7Tagl y 54% para pERT87.15/Xmnl). No ocurriendo lo mismo con MP1P
con Unicamente el 34.71% de madres heterocigotas. Pese a lo anterior, el indice
de heterocigocidad global con el analisis de los tres marcadores resulto ser alto
(84% n=126 madres), ya que otros estudios utilizando 3 marcadores tipo RFLPs,

revelan un indice global de tan sélo el 70%"*>.

El andlisis de los haplotipos y su segregacion incluyendo a los abuelos
podria ayudar a explicar el origen de las mutaciones aunque, es bien sabido que
en el caso de las DMD/DMB no es de esperar encontrar diferencias significativas
entre las frecuencias de haplotipos de los pacientes y la poblacion general debido a
la alta frecuencia de mutaciones ocurridas a nivel germinal ya que todos los

haplotipos presentan la misma probabilidad de mutacién.
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Un hallazgo observado en este proyecto fueron algunas diferencias entre los
haplotipos de pacientes con y sin delecion de exones a pesar de que globalmente
no existe diferencia estadisticamente significativa; haplotipo A (delecidon 1.96%, no
delecién 8.20%), haplotipo D (delecién 5.88%, no delecidon 14.75%) y F (delecién
23.53%, no delecion 11.48%), numeros que pudiesen conducirnos a relacionar los
haplotipos A y D con mutaciones distintas a delecién y al F con eventos del tipo
delecién, sin embargo consideramos necesario ampliar el tamafio de la muestra
para poder obtener conclusiones adecuadas ya que el haplotipo A en los casos
indice representa solo el 5.22% de la frecuencia (n=6), el haplotipo D representa
el 10.43% (n=12) y el haplotipo F el 16.52% (n=19), con este tamano de muestra
cualguier pequena variacion impacta sensiblemente las frecuencias de los

haplotipos.

La no paternidad en estudios de ligamiento es un factor que puede conducir
a errores en la asignacion del alelo afectado o en riesgo, por lo que es de suma
importancia realizar un interrogatorio dirigido, haciendo hincapié en la
confidencialidad de la informacién recabada bajo el principio de no maleficencia.
En este estudio se observaron 2 casos de no paternidad con los marcadores
utilizados, pese a no ser altamente polimorficos, esta situacion pudo estar en
detrimento de una de ellas para asignar o excluir el alelo de riesgo, pues no hay
mutacidén caracterizada, sin embargo debido a la ausencia del alelo paterno
obligado y la informatividad materna, se infirid en la hija el alelo materno heredado

que resulto ser el alelo de no riesgo. Cabe la pregunta de si existen un nimero
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mayor de casos de no paternidad que hayan pasado desapercibidos con los
marcadores utilizados debido a la informatividad limitada de estos marcadores,
pudiendo causar falsos positivos o negativos en la asignacion o exclusion del

estado de portadora en la descendencia femenina.

La relevancia de éste trabajo reside en el hecho de que ha permitido asignar o
excluir el alelo de riesgo en las 22 familias sin delecion del gen DMD que cuentan
con historia de la enfermedad y en tres mas la madre es considerada como
portadora por tener 2 varones afectados, por lo que el analisis de ligamiento es la
Unica opcidon disponible para poder brindarles un asesoramiento genético de
certeza, siendo Util en el 32% (n=8) de las familias, faltando 8 familias de
otorgarles un asesoramiento genético de certeza en cuanto a la asignacion o
exclusion de portadoras debido a la homocigocidad de la madre para todos los
marcadores (n=3), necesidad de muestra de DNA paterna (n=3) y 2 mas en las
que la recombinacion dificulta la asignacion o exclusion del alelo de riesgo. La baja
informatividad familiar esto es, familias con un varon afectado sin hermanas, es un
factor que va en detrimento de las cifras de la utilidad del analisis de ligamiento ya
que al calcular la utilidad considerando Unicamente a familias con una adecuada
estructura, ésta se eleva al 50% en las familias con historia de la enfermedad y

mutacion no caracterizada.

Estos resultados aunados a los obtenidos en un estudio previo de PCR

multiple y dosis génica por Alcantara y cols, han permitido crear en el Instituto
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Nacional de Pediatria un algoritmo diagndstico molecular para el asesoramiento
genético de certeza basado en la deteccion de portadoras y la realizacién de
diagndstico prenatal. Resultando beneficiadas 8 familias con historia de la
enfermedad y mutacidon no caracterizada en las que se podra hacer el seguimiento
del alelo de riesgo en la familia asi como realizar diagndstico prenatal en caso de
ser necesario. Igualmente se beneficié a 9 familias sin historia de la enfermedad y
mutacidn no caracterizada en las que se podra utilizar el analisis de ligamiento en
un futuro con la finalidad de confirmar o descartar el caracter hereditario de la

mutacion.
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CONCLUSIONES

1. El presente trabajo sienta las bases para brindar andlisis de ligamiento en
nuestro laboratorio a familias con DMD/DMB, especialmente aquellas donde
no se ha caracterizado a la mutacién responsable de la enfermedad.

2. El indice de heterocigocidad global de los tres marcadores en las 150
madres analizadas fue del (84%), siendo superior a lo reportado en otros
estudios que utilizan 3 RFLPs'*®1¢7,

3. En las familias sin mutacion caracterizada incluidas en el presente estudio
(n=75), el analisis de ligamiento fue Util en el 22.66% de los casos (n=17).
La utilidad real es del 43.58% al incluir Unicamente a familias con adecuada
estructura familiar (n=39).

4. En las familias con historia familiar de la enfermedad, madre portadora
obligada y sin mutacion caracterizada (n=25), el analisis de ligamiento
resulto Util en el 32% de los casos (n=8). La utilidad real es del 50% al
incluir Unicamente a familias con estructura familiar adecuada (n=16).

5. Las frecuencias alélicas del polimorfismo pERT87.8/7agl en la poblacion
mexicana resultaron ser similares a las reportadas en la poblacién hindu, en
tanto que las frecuencias alélicas de MP1P son semejantes a las reportadas
para la poblacion inglesa.

6. La utilidad de los RFLPs y el VNTR para el asesoramiento genético de las

familias con historia de la enfermedad y mutacidon no caracterizada, resultd
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limitada debido a la alta frecuencia de casos Unicos (36% de los casos n=9
mas el 12% n=3 en las que se requiere de DNA paterno).

. La frecuencia de recombinacion intragénica observada fue baja (2.92%),
pudiendo estar la cifra subestimada debido a la alta homocigocidad
observada en el marcador MP1P de la region 3°(63.79% de las madres
analizadas).

. La deteccidén de 2 familias en las que se evidencid la no paternidad de 2
hijas, podria indicar familias adicionales con la misma condicidon que
pudiesen estar pasando desapercibidas debido al caracter bialélico de los
marcadores utilizados.

. Este trabajo sienta las bases para buscar la existencia de desequilibrio de

ligamiento al analizar varones sanos no emparentados en un futuro estudio.
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